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Abstrakt
Teoretická časť práce pojednáva o všeobecnej charakteristike probiotických baktérií, ich
vplyvoch na zdravie človeka a technologických nárokoch kladených na probiotické bakté-
rie. Ďalej práca pojednáva o aktuálnych metódach identifikácie baktérií, najmä na základe
polymerázovej reťazovej reakcie. Experimentálna časť pozostáva z identifikácie probiotic-
kých baktérií v potravinovom doplnku. Prítomnosť deklarovaných probiotických baktérií
bola analyzovaná polymerázovou reťazovou reakciou (PCR) s DNA izolovanou zo vzorky
potravinového doplnku pomocou magnetických nosičov.
Abstract
Theoretical part of the thesis deals with the general characteristics of probiotic bacteria,
their effect on human health and with technological demands imposed on them. Further-
more the thesis deals with actual methods of bacterial identification, especially on the
base of polymerase chain reaction. Presence of the declared probiotic bacteria was analy-
sed with the polymerase chain reaction (PCR) and the DNA was isolated from the sample
of food additive with the use of magnetic particles.
Kľúčové slová
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1. Úvod
Črevná mikroflóra je ekosystém formovaný škálou bakteriálnych rodov a množstvom
kmeňov. Mikroflóra je v úzkom kontakte s intestinálnou sliznicou, alebo epitelovým roz-
hraním, ktoré tvoria po respiračnej ploche druhý najväčší povrch ľudského tela, ktorý oku-
puje približne 250 – 400 m2. Sliznica a mikroflóra tvoria tzv. mukosálnu bariéru, dôležitý
obranný systém pôsobiaci proti imunogénnym a patogénnym faktorom obsiahnutým v du-
tinách. Obranné mechanizmy sú podporované prítomnosťou probiotických baktérií, ktoré
prispievajú produkciou antimikrobiálnych peptidov ako sú defensíny, cathelcidíny a bak-
teriocíny, a tým znižujú pravdepodobnosť kolonizácie gastrointestinálneho traktu pato-
génnymi baktériami.
Probiotické baktérie sú konzumované tradične vo forme fermentovaných mliečnych a
mäsitých výrobkov. Komplikácie s metabolizáciou laktózy obsiahnutej v mlieku podmienili
snahu vyvinúť potraviny s obsahom probiotických baktérií bez obsahu laktózy. Problémy
vyvstávajú pri volení vhodnej matrice, ktorá by podporila prežitie probiotických bakté-
rií v týchto výrobkoch najmä počas spracovania, dlhodobého skladovania a konzumácie.
Riešením tohoto problému môže byť uzavretie probiotických baktérií do mikrokapsúl tvo-
rených prírodnými polymérmi, ktoré ich ochránia pred pôsobením nehostinného a kyslého
prostredia žalúdku, a tým umožnia úspešnú kolonizáciu gastrointestinálneho traktu pro-
biotickými baktériami.
Nároky potravinárskeho priemyslu a nutnosť kontroly potravín s obsahom živých mi-
kroorganizmov viedli k rozvoju najskôr mikroskopických a kultivačných techník na iden-
tifikáciu prítomných mikroorganizmov, a neskôr ku presnejším a rýchlejším molekulárne
diagnostickým metódam, založeným najmä na polymerázovej reťazovej reakcí.
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2. Teoretická časť
2.1. Probiotiká
Probiotické kultúry sprevádzali ľudstvo od počiatkov prípravy a konzumácie fermento-
vaného mlieka a fermentovaných potravín. Na pozitívne zdravotné účinky probiotík pou-
kázal v roku 1907 Metchnikoff, ktorý postuloval, že telo je pomaly autointoxikované toxí-
nmi, produkovanými proteolytickými mikróbmi v črevách. Predpokladal, že tento vplyv je
možné obmedziť kolonizáciou gastrointestinálneho traktu (GIT) prospešnými baktériami
obsiahnutými vo fermentovaných mliečnych výrobkoch. Svoju hypotézu založil na pozo-
rovaní bulharských roľníkov, ktorý sa dožívali vysokého veku a konzumovali pravidelne
fermentované mliečne výrobky. Pojem probiotiká ako prvý použil Werner Kollath v roku
1953 a označil ním aktívne látky, ktoré sú nevyhnutné pre zdravý vývoj života. Probiotiká
sú v súčasnosti definované podľa WHO ako živé mikroorganizmy, ktoré majú pozitívny
vplyv na hostiteľa, keď sú podávané v adekvátnych množstvách [1].
V súčasnosti sú probiotiká komerčne predávané vo forme fermentovaných potravín,
alebo fermentovaných mliečnych výrobkov, ktoré majú dominantnú rolu ako nosiče probi-
otík. Na probiotické baktérie, ktoré sú obsiahnuté vo fermentovaných potravinách, alebo
sa využívajú na prípravu funkčných potravín sú kladené vysoké nároky, medzi ktoré patria
najmä stabilita počas skladovania a spracovania funkčných potravín a takisto potenciálne
zdravotné benefity pre spotrebiteľa. Pri vývoji nových potravín s obsahom probiotík je
nevyhnutný výber vhodnej potravinovej matrice. Typ potravinovej matrice, podiel vody
a bunkové podmienky hrajú dôležitú rolu pri prežití probiotík počas spracovania a dlho-
dobom skladovaní.
Identifikácia a ďalšia taxonomická klasifikácia probiotických baktérií je esenciálna pre
pochopenie ich individuálnych príspevkov ku fermentačnému procesu, ale takisto posky-
tuje bližšie infomácie o ich pôvode, fyziológií a mieste výskytu. Pôvodne boli používané
rozdelovacie metódy založené na fyziologických a chemotaxonomických vlastnostiach jed-
notlivých kmeňov. Dnes sú fenotypické metódy doplnené, alebo nahradené rozličnými
molekulárnymi technikami ako DNA-DNA hybridizačnými experimentmi, DNA sekveno-
vaním a PCR metódami, ktoré boli vyvinuté na presnejšiu identifikáciu mikroorganizmov.
Identifikácia na úrovni druhov sa spolieha najmä na zistenie fylogenetickej pozície pou-
žitím génovej sekvenčnej analýzy 16s rRNA a ďalšom genotypickom alebo fenotypickom
porovnaní s príbuznými druhmi [2].
2.1.1. Charakteristika probiotík
Charakteristika probiotík určuje ich schopnosť prežiť v gastroinestinálnom trakte a
kolonizovať ho na neurčitý čas. Kmene zaradené medzi probiotiká sú bezpečné na kon-
zumáciu, nevykazujú negatívny vplyv na ľudské zdravie a neprodukujú žiadne špecifické
toxíny. Vo všeobecnosti je väčšina probiotických baktérií gram pozitívna, negatívna na
katalázu a vyskytujú sa v pároch, krátkych alebo dlhých reťazcoch. Neprodukujú spóry
a sú netolerantné voči soliam. Optimálna rastová teplota je pre väčšinu probiotík 37 ◦C,
avšak niektoré druhy ako L. casei preferujú 30 ◦C a optimálne pH pre prvotný rast je
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6,5-7,0. Väčšina probiotík je náročná na živiny, s ohľadom na fermentáciu sú buď ho-
mofermentatívne, obligátne heterofermentatívne alebo fakultatívne heterofermentatívne.
Naviac produkujú probiotiká celú škálu prospešných látok ako kyselinu mliečnu, peroxid
vodíka, bakteriocíny a ďalšie antimikrobiálne látky. Probiotiká by mali mať schopnosť
interagovať s mikroflórou hostiteľa a potlačovať rast mikrobiálnych patogénov, baktérií,
vírusov a húb [4]. Medzi probiotiká patria najmä kmene Lactobacillus, Bifidobacterium,
Lactococcus a ďalšie uvedené v tabuľke 2.1 [3].
Tabulka 2.1: Probiotické baktérie [4]
rod Lactobacillus rod Bifidobaktérium Ostatné
L. acidophilus B. adolescentis Bacillus cereus
L. amylovorus B. animalis Clostridium botyricum
L. brevis B. breve Enterococcus faecalis
L. casei B. bifidum Enterococcus faecium
L. rhamnosus B. infantis Escherichia coli
L. crispatus B. lactis Lactococcus lactis subsp.
cremoriss
L. delbureckii subsp.
bulgaricus
B. longum Lactococcus lactis subsp.
lactis
L. fermentum Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum
L. gasseri Pediococcus acidilactici
L. helveticus Propionibacterium
freudenreichii
L. johnsonii Saccharomyces boulardii
L. lactis Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus
L. paracasei Sporolactobacillus inulinus
L. plantarum
L. reuteri
L. salivarius
L. gallinarum
2.1.1.1. Prebiotiká a synbiotiká
Okrem pozitívnych vplyvov samotných probiotických baktérií je možné pozitívne vplý-
vať na gastrointestinálny systém požívaním látok, ktoré selektívne stimulujú rast už exis-
tujúcej prospešnej mikroflóry. Je všeobecne známe, že rastové faktory obsiahnuté v mater-
skom mlieku, ktoré stimulujú rast baktérií rodu Bifidobacterium, majú vplyv na zloženie
črevnej mikroflóry. Bifidogénne faktory sú typicky komplexné sacharidy (pr. galaktozyllak-
tóza v materskom mlieku), ktoré nie sú metabolizované hostiteľom ani mikroflórou vo
vrchnom gastrointestinálnom trakte. Výsledkom je, že tieto faktory sa dostanú do koneč-
níku, kde sú prednostne metabolizované bifidobaktériami. Rozšírenie tohto konceptu, teda
vývoju prídavných potravinových látok, ktoré sú selektívne metabolizované prospešnými
črevnými baktériami, viedlo ku zavedeniu pojmov prebiotiká a synbiotiká. Prebiotiká sú
dnes definované ako nestráviteľné zložky potravy, ktoré prospešne vplývajú na hostiteľa
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tým, že selektívne stimulujú rast, alebo aktivitu jednej alebo viacerých baktérií v koneč-
níku. Synbiotiká označujú kombináciu prebiotík s probiotickými baktériami [5].
2.1.1.2. Rod Lactobacillus
Rod Lactobacillus patrí do čelade Lactobacillales, ktorý v súčasnosti zahŕňa tri rody
klasických baktérií mliečneho kvasenia, a to rody Lactobacillus, Paralactobacillus a Pe-
diococcus. Táto čeľaď bola vyčlenená na základe sekvenovania génov pre 16S rRDNA zo
skupiny grampozitívnych baktérií s nízkym percentuálnym obsahom G + C [6]. Väčšina
príslušníkov tohto rodu nemá cytochrómový systém, a preto nemôžu využiť kyslík ako
akceptor elektrónov. Avšak narozdiel od obligátnych anaeróbov sú tolerantní a rástú v
prítomnosti kyslíku. Produkcia kyseliny mliečnej z jednoduchých sacharidov inhibuje rast
iných mikroorganizmov a umožňuje im prežiť navzdory ich neefektívnemu metabolizmu.
Obsah 5 % CO2 v prostredí všeobecne podporuje rast laktobacilov. Vyžadujú bohaté
komplexné média a neredukujú nitráty, nehydrolyzujú želatinu a sú negatívne na kata-
lázu. Laktobacily sú široko rozšírené v prostredí, najmä v rôznych potravinách živočíšneho
alebo rastlinného pôvodu, v nápojoch, čistej aj znečistenej vode, silážach a bežne osídlujú
gastrointestinálny trakt vtákov a cicavcov. Podľa konečných produktov fermentácie cukrov
je možné rozdeliť laktobacily do troch skupín [6]:
• Obligátne homofermentatívne: hexózy fermentujú iba na kyselinu mliečnu, pentózy
ani glukonát nefermentujú
• L. delbrueckii subsp. delbrueckii - fermentovaný rastlinný materiál
• L. delbrueckii subsp. lactis – mlieko, syr, granulované krmivo
• L. delbrueckii subsp. bulgaricus – jogurt, syr
• L. acidophilus – črevný trakt človeka a zvierat, ústa a vagína človeka
• L. helveticus – surové mlieko, štartér pre syry
• Fakultatívne heterofermentatívne: hexózy fermentujú na kyselinu mliečnu alebo
zmes kyseliny mliečnej, octovej, mravčej a etanolu; pentózy fermentujú na kyse-
linu mliečnu a octovú
• L. casei – mlieko, syr, prostredie, klinický materiál
• L. plantarum – potraviny, prostredie, fermentovaný rastlinný materiál, klinický
materiál
• L. sake – izolovaný ako štartér pre saké, kyslá kapusta, fermentované rastlinné
materiály a potraviny
• Obligátne heterofermentatívne: hexózy fermentujú na kyselinu mliečnu, octovú (eta-
nol) a CO2, pentózy fermentujú na kyselinu mliečnu a octovú
• L. buchneri – mlieko, syr, fermentovaný rastlinný materiál, ľudské ústa
• L. fermentum – mliečne výrobky, fermentovaný rastlinný materiál, ústa a sto-
lica človeka
• L. kefir – izolovaný z kefíru
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2.1.1.3. Rod Bifidobacterium
Bifidobaktérie sú všeobecne charakterizované ako gram-pozitívne, nesporulujúce, ne-
pohyblivé a anaerobné baktérie reagujúce negatívne na katalázu. Obsah G + C sa pohy-
buje od 55 do 67 %. Patria medzi sacharolytické baktérie produkujúce kyselinu octovú
a mliečnu v molárnom pomere 3:2, bez produkcie CO2 s výnimkou degradácie gluko-
nátu. Bifidobaktérie predstavujú dôležitú zložku autochtónnej mikrobiálnej flóry a hrajú
dôležitú rolu v hrubom čreve, kde prispievajú ku kontrole pH prostredníctvom vylučova-
nia kyseliny octovej a mliečnej, ktoré obmedzujú rast viacerých potenciálnych patogénov
a hnilobných baktérií [7].
2.1.2. Nároky kladené na probiotiká
Rôzne probiotické rody a druhy vykazujú odlišné vlastnosti, ktoré môžu markantne
ovyplvniť ich prežitie v potravine, fermentačné a ďalšie probiotické charakteristiky. Výber
vhodného druhu sa preto stáva kritickým parametrom na zaistenie účinnej fermentácie a
probiotických vlastností [5]. Zdraviu prospešné účinky probiotík závisia na počte života-
schopných a aktívnych buniek na gram, alebo mililiter produktu v momente konzumácie,
preto je nutné zaistiť prežitie väčšiny buniek počas produkcie ako aj počas skladovania.
Viacero faktorov vplýva na životaschopnosť buniek v potravinách ako pH, titračná kys-
losť, obsah molekulárneho kyslíku, aktivita vody, prítomnosť solí, cukru a chemikálí ako
peroxid vodíka, bakteriocínov, umelých sladidiel a farbív. Ďalej sú to najmä výrobné para-
metre ako inkubačná teplota, rýchlosť ochladzovania produktu, tepelné úpravy, obalový
materiál a z mikrobiologického hladiska vybrané druhy probiotík, proporcie očkovania.
Sumárne sú nároky zhrnuté v tabuľke 2.2.
Tabulka 2.2: Nároky kladené na probiotické baktérie [1]
Bezpečnostné
kritéria
Technologické
kritéria
Funkčné kritéria Fyziologické
kritéria
Patogenita a
infekčnosť
Dostupné kmene Tolerancia ku žlči a
kyselinám
Imunomodulácia
Pôvod Životaschopnosť
počas výroby a
skladovania
Adhézia k povrchu
slizníc
Metabolizmus
cholesterolu
Virulenčné faktory Dobré senzorické
vlastnosti
Metabolizmus
laktózy
Vhodnosť na
veľkovýrobu
Antimutagénne a
antikarcinogénne
vlastnosti
2.1.2.1. Životaschopnosť a prežitie probiotických baktérií
Pozitívne zdravotné benefity probiotických baktérií nemôžu byť dosiahnuté bez dosta-
točného počtu životaschopných baktérií v potravine. Bolo ukázané, že veľa probiotických
baktérií neprežije vystavenie kyslíku počas chladenia, distribúcie a skladovania produktov,
kyslému prostrediu po fermentácií, a kyselinám prítomným v ľudskom žalúdku. Doplnenie
probiotických produktov ďalšími látkami je nutné, aby bola podporená životaschopnosť
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počas spracovania, skladovania, distribúcie a konzumácie týchto produktov. Probiotické
baktérie vykazujú nízku životaschopnosť v jogurte a počet baktérií je nižší ako odporúčaná
dávka 109 buniek. Viacero štúdií poukázalo na pozitívny vplyv inulínu, oligosacharidov a
fruktooligosachardiov na prežitie buniek, avšak efekty týchto látok sú druhovo špecifické.
Inulín a fruktooligosacharidy podporovali rast a životaschopnosť Lb. acidophilus, ale vý-
razne nevoplyvnili baktériu rodu Bifidobacterium a Lb. casei [4].
Mikroenkapsulácia bakteriálnych buniek v súčastnosti získava pozornosť, kvôli mož-
nosti zvýšenia životaschopnosti probiotických baktérií v acidických produktoch. Mikroen-
kapsulácia oddeluje bunky od nepriaznivého prostredia, a tým potenciálne znižuje riziko
poškodenia bunky a zvyšuje šancu na prežitie v kyslom prostredí žalúdku. Použitie vápni-
kom indukovaných alginátovo-škrobových polymérov, draslíkom indukovaných polymérov
karagénu a polymérov zo srvátkových proteínov zvýšilo životaschopnosť buniek v jogurte
počas skladovania. Enkapsulačné materiály ako karagén, alginát, škrob a srvátkové pro-
teíny použité v týchto štúdiach, sa bežne používajú počas výroby jogurtu ako stabili-
zátory, aby zabránili syneréze. Alginát je prírodný polysacharid extrahovaný z hnedých
rias, ktorý zvyšuje viskozitu a viaže vodu, čím redukuje synerézu v jogurtoch. Bivalentné
katíony ako vápnik sa prioritne viažu do alginátových polymérov a tým zvyšujú viskozitu,
alebo formujú gély v závislosti na koncentrácií. Modifikovaný škrob viaže vodu a vykazuje
vylepšené ztužovacie a gelovacie vlastnosti, čím zabraňuje syneréze a vylepšuje textúru
jogurtu [8].
2.1.2.2. Bezpečnosť
Probiotické baktérie boli konzumované po stáročia v rôznych formách a vo vysokých
koncentráciach. Nie sú považované za patogénne a nedávne štúdie dospeli k záveru, že
infekčný potenciál baktérií rodov Lactobacillus a Bifidobacterium je nízky. Tento záver je
vyvodený z faktu, že probiotické baktérie sú obsiahnuté vo veľkom množstve fermento-
vaných aj nefermentovaných potravín, ich symbiotickému spolužitiu s hostiteľom a malej
korelácií s infekciami. Avšak, vzácne prípady infekčnosti probiotických baktérií su zdoku-
mentované, ale došlo k nim iba v prípade narušenia imunitného systému hostiteľa. Niektoré
črevné izoláty, hlavne Lactobacillus rhamnosus, si vyžiadali zvýšenú pozornosť spôsobenú
zvýšenou koreláciou s vznikom sekundárnych infekcí. Tieto incidenty sú však veľmi oje-
dinelé a hovoria viac o náchylnosti hostitela ako o infekčnom potenciáli probiotických
baktérií. Avšak, otázka či môžeme všetky probiotické baktérie izolované z gastro-intesti-
nálneho traktu považovať za bezpečné ostáva stále otvorená. História bezpečného užívania
probiotických baktérií naznačuje, že ich môžeme považovať za bezpečné, ale nové izoláty
by mali byť podrobené testom na patogenitu a toxicitu na základe štúdií na zvieratách
pred zavedením do komerčných probiotických produktov [5].
2.1.3. Antimikrobiálne účinky
Prítomnosť baktérií mliečneho kvasenia často pôsobí inhibične voči ostatním mikroor-
ganizmom, je to ich základna schopnosť, ktorá vylepšuje trvanlivosť a bezpečnosť potra-
vín. Medzi hlavné faktory, ktoré prispievajú ku inhibíci patrí produkcia mliečnej a octovej
kyseliny a následné zníženie pH. Ďalšie faktory zahŕňajú najmä produckiu bakteriocínov
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a bakteriálnych peptidov, ktoré sú zvyčajne aktívne najmä voči druhom príbuzným orga-
nizmu ktorý ich produkuje. Prítomnosť bakteriocínov u baktérií mliečneho kvasenia bola
podrobená rozsiahlemu výskumu z dôvodu využitia týchto látok ako prírodných konzer-
vantov potravín [11].
2.1.3.1. Bakteriocíny
Baktérie mliečneho kvasenia, ku ktorým sa riadia aj probiotické baktérie produkujú
bakteriocíny, proteinové látky s baktericídnymi účinkami voči príbuzným druhom (úz-
kospektrálne), alebo voči celej doméne (širokospektrálne). Biosyntéza bakteriocínov je ži-
aducou charakteristikou pri výbere vhodného druhu, keďže slúži ako dôležitý mechanizmus
na odstránenie patogénov vo fermentovaných potravinách ako aj v gastrointestinálnom
trakte.
Bakteriocíny sú ribozomálne syntetizované peptidy alebo proteíny s antimikrobiál-
nou aktivitou a klasifikujú sa do 3 skupín. Do prvej skupiny patria lantibiotiká, malé,
teplotne stabilné a lanthionín obsahujúce bakteriocíny skladajúce sa z jedného až dvoch
peptidov, ktorých biologicky inaktívne prepeptidy podliehajú rozsiahlym post-translač-
ným úpravám. Druhá skupina obsahuje malé, teplotne stabilné a lanthionín neobsahujúce
bakteriocíny, ktoré zahŕňajú pediocínom podobné peptidy so šprecifickou aktivitou voči
patogénnej baktérií Listeria monocytogenes. Bakteriolyzíny, alebo veľké, teplotne nesta-
bilné proteíny s lytickou aktivitou tvoria tretiu skupinu.
Viacero spôsobov účinku bakteriocínov bolo popísaných a zahŕňa moduláciu aktivity
enzýmov, inhibíciu tvorby spór a formovanie pórov v membráne bunky. Väčšina bakteri-
ocínov interaguje s lipidmi nesúcimi záporný náboj, ktoré sa vo veľkej miere nachádzajú
v bunečnej membráne, a tým iniciujú tvorbu pórov v membráne [29].
Nisin je zatiaľ jediným z tejto skupiny látok, ktorý našiel uplatnenie v potravinárskom
priemysle. Od iných bakteriocínov sa odlišuje širokým spektrom aktivity proti gram-pozi-
tívnym baktériam. Vo vegetatívnych bunkách vytvára v cytoplazmatickej membráne póry
cez ktoré vytekajú cytoplazmatické komponenty a tým spôsobuje narušenie membráno-
vého potenciálu. Gram-negatívne baktérie sú odolné voči tomuto vplyvu vďaka vonkajšej
membráne ktorá pôsobí ako bariéra brániaca prístupu nisinu [11].
2.2. Metódy identifikácie baktérií
Mikrobiologická analýza potravín zostáva naďalej náročnou úlohou pre všetky techno-
lógie a metódy. Samotný problém môže byť spôsobený nejednotnou distribúciou baktérií
v potravine, ale analýza je ďalej komplikovaná heterogenitou potravinovej matrice. Potra-
viny pozostávajú z celej rady ingrediencí, ktoré zahŕňajú proteíny, sacharidy, tuky, oleje,
chemikálie, konzervačné látky a mnoho ďalších látok [5].
Tradične boli probiotické baktérie klasifikované na báze ich fenotypických vlastností,
tzn. ich morfológie, type fermentácie glukózy, teplotných a pH optím, fermentačných profi-
loch sacharidov a proteínovom zložení ich bunkovej steny. Fenotypické metódy sú zaťažené
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limitáciami ako je ich obemedzená reprodukovateľnosť, nejednoznačnosť niektorých metód
a časové nároky na identifikáciu baktérií. Všetky tieto nevýhody nepriaznivo ovplyvňujú
spolahlivosť fenotypických metód na identifikáciu kultúr na úrovni rodov a druhov bak-
térií [22].
Revolúciu v identifikácií a taxonómií baktérií prinieslo popísanie polymerázovej reťa-
zovej reakcie (PCR) Kary Mullisom v roku 1993. Genotypické techniky majú výhodu
oproti fenotypickým metódam v tom, že sú nezávislé na fyziologickom stave organizmu,
kompozícií živného media, alebo originálnej matrice z ktorej je organizmus izolovaný [15].
2.3. Fenotypické metódy
Fenotypické metódy identifikácie baktérií stále nachádzajú rutinné uplatnenie v prie-
mysle a mikrobiologických laboratóriach. Tieto metódy zahŕňajú morfologickú a fyziolo-
gickú charakterizáciu, fermentačné profily sacharidov a analýzu exprimovaných proteínov.
Popularitu týchto metód zaistil fakt, že na vykonanie väčšiny testov nie je potrebné špe-
cializované vybavenie laboratória a takisto sú dostupné identifikačné databázy [30].
Niektoré aspekty fenotypickej charaketerizácie baktérií sú principiálne chybné, pozoro-
vanie podobného fenotypu sa nie vždy rovná podobnému, alebo blízko príbuznému geno-
typu. Tento nedostatok spôsobil zvýšenú popularitu molekulárne diagnostických metód,
ktoré nám umožnujú robustnejšiu identifikáciu a charakterizáciu. Medzi ďalšie nedostatky
patrí slabá reprodukovateľnosť, nejednoznačnosť niektorých techník a nízka rozlišovacia
schopnosť. Avšak ani molekulárne diagnostické metódy nie sú bez obmedzení, a preto je
nutné kombinovať fenotypické a molekulárne diagnostické metódy na správnu identifikáciu
probiotických baktérií [20].
2.3.1. Morfologické metódy
Prvým rozlišujúcim znakom využívaným pri identifikácií baktérií je morfológia bunky.
Mikroskopické pozorovanie je základnou technikou pomocou ktorej je možné rozlíšiť bunky
na základe veľkosti, tvaru a usporiadania. Tieto kritéria sú prvými, ktoré nám poskytnú
informáciu o rodovej príslušnosti a čistote probiotických kultúr. Farbenie kapsúl, endospór
a Gramovo farbenie sú najviac využívané metódy na rozlíšenie probiotických baktérií [2].
2.3.2. Biochemické a fyziologické metódy
Biochemické metódy identifikácie sa zameriavajú na štúdium biochemických profilov a
metabolických vlastností mikroorganizmov pomocou testovania nárokov na rast, enzýmo-
vých aktivít a obsahu mastných kyselín v bunke. Biochemické testy využívajú špecifické
živné média, živiny, chemikálie, alebo rastové podmienky aby získali pozorovateľnú bio-
chemickú odozvu z mikroorganizmu, a tým umožnili jeho identifikáciu a charakterizáciu.
Vytvorenie biochemického profilu mikroorganizmu je však časovo náročné, pracné a
drahé pri použití špecifických živných médií. Prvá idea na miniaturizáciu biochemických
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testov prišla v roku 1940, kedy využitie malých skúmaviek a koncentrovaných inókul zna-
čne zkrátilo inkubačnú dobu a znížilo spotrebu živných médií. Od svojho zavedenia získali
miniaturizované biochemické testy popularitu najmä v klinickej mikrobiológií a neskôr aj
pri analýze potravín. Dnes sú miniaturizované biochemické kity využívané na identifikáciu
čistých kultúr baktérií získaných z potravín. Pozostávajú z jednorazových prúžkov obsa-
hujúcich 15 až 30 médií alebo substrátov umožňujúcich identifikáciu na úrovni rodu alebo
druhu [5].
Medzi testy ktoré našli uplatnenie pri identifikácií probiotických baktérií patrí ešte
analýza methylesterov mastných kyselín (FAME), analýza proteínov v bunkovej stene pri
termofilných laktobaciloch a analýza peptidoglykánov v bunečnej stene na identifikáciu
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis a Bifidobacterium suis. Analýza methy-
lesterov mastných kyselín je úspešná vďaka tomu, že mastné kyseliny sú hlavnou zložkou
lipidov a lipopolysacharidov v mikrobiálnych bunkách. Viac ako 300 rôznych chemických
štruktúr mastných kyselín bolo identifikovaných a ich variabilita v dĺžke reťazca, pozícií
násobných väzieb a substituenčných skupín bola užitočná pre identifikáciu baktérií. Táto
lacná a rýchla metóda s vysokým stupňom automatizácie bola použitá na preskúmanie
diverzity 94 izolátov Lb. reuteri [14].
2.4. Molekulárne diagnostické metódy
Mnohé z moderných molekulárne diagnostických metód sú založené na sekvencí ribozo-
málnej 16S DNA, kompletných a čiastočných genómoch alebo špecifických fluorescenčných
sondách, ktoré monitorujú fyziologickú aktivitu mikrobiálnych buniek. Tieto nadmieru
efektívne prístupy sú v zvyšujúcej sa miere aplikované na baktérie mliečneho kvasenia a
bifidobaktérie, ktoré poskytujú zdravotné benefity a sú označované ako probiotické bak-
térie. Hlavnou úlohou týchto metód je zaistiť náležitú identifikáciu baktérií, ako je vyža-
dované v potravinárskom priemysle. Navyše, môžu byť tieto identifikáčné metódy použité
na sledovanie baktérií mliečneho kvasenia, zahŕňajúc probiotiká, v produkčnej fázy, v po-
travinárskych produktoch a taktiež aj po konzumácií v intestinálnom trakte [13].
Medzi hlavné metódy využívané na identifikáciu probiotických baktérí sekvenovanie
16S rRNA génov a 16S-23S rRNA medzerníkových sekvencí, využitie druhovo špecifických
primerov a náhodna amplifikácia polymorfnej DNA (RAPD).
2.4.1. Polymerázová reťazová reakcia
V posledných pár dekádach sa polymerázová reťazová reakcia (PCR) stala jednou z
najvýkonnejších techník dostupných v molekulárnej biológií. PCR sa používa na diagnos-
tiku infekčných alebo dedičných ochorení a pre genetickú analýzu širokého spektra vzoriek.
PCR je veľmi rýchlou a citlivou metódou, v ktorej je genómová DNA amplifikovaná DNA
polymerázou využitím špecifických primerov. Ďalšie typy PCR pozostávajú z reverzno-
-transkripčnej PCR využívajúcej RNA ako matricu, ktorá je najskôr transkribovaná do
DNA reverznou transkriptázou, alebo PCR v reálnom čase, ktorá využíva fluorescenčné
sondy na kvantitatívne detekovanie produktu PCR [26].
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Podstatou PCR je opakujúca sa enzýmová syntéza nových reťazcov vybraných úsekov
dvojreťazcovej DNA, ku ktorej dochádza po pripojení primerov viazajúcich sa na protila-
hlé reťazce DNA tak, že ich 3’ OH-konce smerujú proti sebe. Pri syntéze DNA sa používajú
termostabilné polymerázy, ktoré sa izolujú z termofilných organizmov. To umožnuje, aby
syntéza DNA prebiehala opakovane formou cyklov, pri ktorých sa striedajú tri kroky [29],
ktoré sú schématicky zobrazené na obrázku 2.1:
• denaturácia dvojreťazcových molekúl DNA (94-98◦C)
• pripojenie primerov ku oddeleným DNA-reťazcom (30-65◦C)
• polymeračná reakcia (65-75◦C)
Obrázek 2.1: Schématický priebeh PCR [23]
Nevyhnutnými komponentami v PCR sú DNA polymeráza, priméry, 2’-deoxyribonukleotid-5’-
-trifosfáty (dNTP), pufor a bivalentné katióny. DNA poylmeráza vyžaduje katalyzátory vo
forme bivaletných katiónov, a to buď horečnatých Mg2+, alebo manganatých Mn2+. Tieto
katióny slúžia aj ako kofaktory stabilizujúce dve jednoreťazcové ssDNA. Voľba správnej
koncentrácie katiónov je dôležitá, pretože pri vyšších koncentráciach spôsobujú menšiu
presnosť DNA polymerázy.
Primermi sú oligonukleotidy, ktoré sú pridávané ako krátke syntetizované DNA frag-
menty so sekvenciou komplementárnou ku vybranému úseku na cieľovej molekule DNA.
Primery sú klúčovými komponentami zaisťujúcimi selektívnu a opakovanú amplifikáciu
cieľových DNA fragmentov. Sekvencie primerov musia byť volené tak, aby sa komple-
mentárne viazali iba ku cieľovému miestu amplifikácie a nespôsobili hybridizáciu na inom
mieste s podobnou sekvenciou. Takisto by nemali za reakčných podmienok hybridizovať s
ďalšími primermi v PCR zmesi, pretože to môže viesť ku formovaniu primerových dimérov,
ktoré môžu kontaminovať PCR zmes [17].
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2.4.2. Faktory ovplyvňujúce PCR
Polymerázová reťazová reakcia je plne automatizovaným procesom, využívajúcim ter-
mostabilnú DNA-polymerázu. Predlžovanie primerov prebieha aj pri laboratórnej teplote,
čo môže byť príčinou chýb a môže spôsobovať aj vznik nešpecifických produktov. Modifi-
kácia PCR označovaná ako
”
hot-start PCR“ umožňuje markantne ovplyvniť špecifickosť,
výťažok a citlivosť reakcie. Pri využití tejto modifikovanej metódy je časť zložiek reakčnej
zmesi oddelená od zvyšku, dokým teplota v termocyklery neprekročí teplotu, ktorá je
optimálna pre pripojenie primerov (55 až 65 ◦C). Reakčná zmes je nefunkčná až dokým
nie je dosiahnutá požadovaná teplota [9].
2.4.2.1. Inhibítory PCR
Keďže PCR je reakcia katalyzovaná enzýmami, tak je citlivá na prítomnosť inhibítorov.
Výskyt týchto takzvaných PCR inhibítorov, ktoré zahŕňajú všetky látky ktoré majú ne-
gatívny vplyv na priebeh PCR, sú jej hlavným nedostatkom. Inhibítory môžu byť priamo
obsiahnuté v analyzovanej vzorke, alebo sú do vzorky zavedené počas extrakcie nukleovej
kyseliny, či počas spracovania vzorky. Výsledkom pôsobenia inhibítorov je buď čiastočná,
alebo úplna inhibícia reakcie, znížená citlivosť či falošne negatívne výsledky [26].
Pokiaľ dochádza ku inhibícií PCR, najjednoduchším krokom je nariedenie vzorky (tým
pádom aj inhibítoru) a využitie vysokej citlivosti PCR. Inhibícia je problematická vo via-
cerých aplikáciach, najmä tých ktoré využívajú degradované alebo malé množstvá DNA,
kedy jednoduché nariedenie nie je žiadané. V štandartných experimentoch, negatívne vý-
sledky alebo neočakávane malé výťažky produktov, môžu indikovať inhibíciu, pokiaľ je
možné dokázať prítomnosť templátovej DNA, prípadne známe množstvo endogénnej DNA
môže byť pridané do vzorky a slúžiť ako interná pozitívna kontrola. Využitie DNA polyme-
rázy, ktorá je menej náchylná na účinky inhibičných látok je možným riešením niektorých
problémov spojených s PCR. Viaceré nové polymerázy ako Tfl (izolovaná z Thermus fla-
vus) a rTth (izolovaná z Thermus thermophilus) sú viac spolahlivé ako Taq polymeráza,
keď je použitá DNA izolovaná z mliečnych a mäsových výrobkov. Vyššia spolahlivosť je
spôsobená zvýšenou rezistenciou ku inhibícií draselnými a sodnými iónmi a ďaľším látkam
obsiahnutým v biologických vzorkách. Navyše aktivita DNA polymeráz môže byť zvýšená
prídavkom podporných látok, ako bovín sérum albumín, dimethyl sulfoxid, Tween 20,
Triton-X alebo betaine [17].
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Tabuľka č. 3: Inhibítory PCR v potravinách [17]
Vzorka PCR inhibitor
Mliečne výrobky - mlieko (pasterizované,
sušené, polotučné, neupravené), syr
(mäkký, tvrdý)
Tuky, bielkoviny, vápnik, mŕtve bunky,
chelatačné činidlá
Mäso - kuracie (klobásy, svaly,
homogenizáty), hovädzie (pečené, mleté,
sekané), bravčové (šunka, sekané, surové,
mleté, klobásy)
Tuky, bielkoviny, kolagén
Morské plody - ryby (marinované, krájané,
udené), krevety, ustrice
Fenol, kresol, aldehydy, bielkoviny, tuky
2.4.3. Modifikácie PCR
Široké využitie polymerázovej reťazovej reakcie si vyžiadalo mnohé úpravy podľa po-
trieb konkrétnych experimentov, či už amplifikáciu templátov s nízkym počtom kópií,
detekovanie sekvenčných polymorfizmov, molekulárnu identifikáciu alebo typizáciu orga-
nizmov. Samotné varianty sa od seba líšia použitím ďalších enzymatických reakcí, použi-
tím špecifických sekvencí primerov, spôsobom detekcie produktov PCR alebo presnosťou
podmienok pre amplifikáciu [9].
2.4.3.1. Multiplex PCR
Multiplex PCR alebo mnohonásobná PCR sa od konvenčnej polymerázovej reťazovej
reakcie líši počtom párov primerov pridaných do reakčnej zmesy, ktoré rozoznávajú a
amplifikujú rozdieľne cielové sekvencie. Výhodou tejto modifikácie je možnosť identifikovať
vo vzorke viacero mikroorganizmov v priebehu jednej reakcie, s tým súvisia nižšie cenové
náklady a časová náročnosť pri úspešnej optimalizácií tejto metódy. Hlavnou nevýhodou
je nutnosť prípravy viacerých špecifických primerov komplementárnych ku sekvenciám
obvykle z oblastí 16S rRNA, 23S rRNA a 16S-23S rRNA medzerníkových sekvencí, tak
aby produkovali každý iba jeden PCR produkt o porovnateľnej intenzite [27]. Metóda bola
úspešne použitá na detekciu druhu Lactobacillus johnsonii pochádzajúceho z potravín a
ďalších prostredí [32].
2.4.3.2. rep-PCR
Táto modifikácia PCR využíva primery komplementárne ku krátkym konsezuálnym
repetitívnym sekvenciám. Tri rôzne primery môžu byť použité, a to konkrétne BOX (pô-
vodvne popísaný v Streptococcus pneumoniae), ERIC (popísaný v Salmonella typhimu-
rium) a REP (popísaný v Escherichia coli). Rozdiely vo veľkosti bandov reprezentujú po-
lymorfizmus vo vzdialenosti medzi repetitívnymi elementmi pre rozličné druhy. Úspešná
charakterizácia a rozlíšenie druhov rodu Bifidobacterium bola umožnená s použitím pri-
merov ERIC a BOX. Primer ERIC poslúžil na rozdelenie piatich rôznych druhov rodu
Bifidobacterium, a to B. pseudocatenulatum, B. infantis, B. longum, B. animalis a B.
indicum [33].
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2.4.3.3. Real-time PCR
PCR v reálnom čase je technika založená na monitorovaní amplifikovanej DNA v reál-
nom čase pomocou sledovania fluorescencie. Real-time PCR môže byť použitá na kvantifi-
káciu baktérií z rôznych vzoriek zahŕňajúcich mlieko, výkaly, potraviny, vodu a môže byť
použitá počas spracovania potravín na detekciu a potvrdenie prítomnosti patogénov vo
viacerých vzorkách naraz. PCR v reálnom čase znižuje šancu získania falošne pozitívnych
výsledkov oproti konvenčnej PCR. Konvenčná PCR je dostatočne citlivá na detekciu rodu
Lactobacillus a jeho druhy, avšak je ňou možné stanoviť obsah amplifikovaného PCR pro-
duktu iba semi-kvantitatívne. Prístup využívajúci hybridizáciu sónd, ktoré boli vytvorené
na základe rozdieľov medzi génmi 16S rRNA druhov Lb. casei, Lb. paracasei a Lb. rham-
nosus a analýzu kriviek topenia týchto sónd, umožnil správnu identifikáciu týchto druhov,
avšak neumožnil rozlíšiť medzi Lb. paracasei a Lb. casei kvôli existencí rovnakej sekvencie
16S rRNA génu. Tieto výsledky naznačujú, že využitie PCR v reálnom čase s analýzou
teplotných kriviek hybridizačných sónd je vhodnou stratégiou na správnu identifikáciu
blízko príbuzných druhov rodu Lactobacillus [22].
2.4.3.4. Náhodná amplifikácia polymorfnej DNA
Náhodná amplifikácia polymorfnej DNA známa pod skratkou RAPD je rychlou a
jednoduchou technikov pre fingerprinting DNA, ktorá porovnána typizáciu genomových
DNA mikroorganizmov. Táto metóda založená na PCR využíva ľubovolné primery, ktoré
sú schopné hybridizovať voľne alebo úplne s viacerými komplementárnymi sekvenciami
v genóme organizmu. V prípade naviazania týchto primerov a úspešnej amplifikácie sek-
vencí, vznikajú fragmenty DNA - odtlačky, ktoré sú špecifické pre každý druh. Samotné
fragmenty sú delené elektroforeticky na agarózových géloch. Hlavným nedostatkom RAPD-
-PCR je nízka reprodukovateľnosť, avšak metóda je vhodná na rozlíšenie druhov rodu
Bifidobacterium a Lactobacillus [19]. Využitím rodovo špecifickej PCR a RAPD-PCR
analýzy bola umožnená identifikácia druhov Lactobacillus casei a Lactobacillus acidophi-
lus v probiotických jogurtoch [25].
2.4.3.5. Denaturačná gradientová gelová elektroforéza
Separácia segementov z 16S rRNA génu amplifikovaných pomôcou PCR, ktoré sa líšia
v sekvencí je možné analyzovať pomocou denaturačnej gradientovej gelovej elektroforézy.
Pri tejto metóde je dvojreťazcová DNA denaturovaná v lineárne sa zvyšujúcom gradi-
ente močoviny a formamidu za zvýšenej teploty. Výsledkom je, že mix amplifikovaných
PCR produktov vytvorí charakteristický vzor bendov, ktorý po vizualizácií DNA odráža
rozdieľne teploty topenia jednotlivých fragmentov. Využitím rodovo špecifických prime-
rov, bola výrazne zvýšená citlivosť na detekciu črevných bifidobaktérií a laktobacilov [13].
Táto metóda bola úspešne použitá na identifikáciu baktérií v komerčných lyofilizovaných
produktoch a jogurtoch [16] a ku identifikácí probiotických mikroorganizmov v jogurtoch
a lyofilizovaných preparátoch v kapsulovej alebo tabletovej forme [31].
2.4.3.6. Reštrikčná analýza amplifikovanej ribozomálnej DNA
Metóda bola prvýkrát popísaná v roku 1992 a jej princíp spočíva v enzymatickej
amplifikácií konzervovaných regiónov na koncoch malej, bakteriálnej ribozomálnej 16S
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podjednotky s využitím primerov a následnom štiepení získaných fragmentov pomocou
tzv. tetracutter reštriktáz. Štiepené fragmenty získané z viacerých reštrikčných enzýmov
môžu byť porovnané s tými, ktoré sú získané z referenčných vzoriek, a tým nám umožnia
identifikovať mikroorganizmus na úrovni druhu.
Metóda sa ukázala byť vhodnou technikou na rýchle rozlíšenie v rámci rozdieľnych
druhov rodu Propionibacterium, ktoré sú používané ako probiotiká a bola schopná kla-
sifikovať 15 % z 34 analyzovaných druhov a ukázala atypické profily, keď boli použité
fenotypické testy na fermentáciu sacharidov a aktivitu peptidoglykán hydrolázy. Ďalej
bola úspešne aplikovaná na identifikáciu poddruhov rodu Lactobacillus v probiotických
kultúrach a bifidobaktérie v komerčných fermentovaných mliekach [14].
2.4.4. Polymorfizmus dĺžky reštrikčných fragmentov
Analýza polymorfizmu dĺžky reštrikčných fragmentov zahŕňa štiepenie genómovej DNA
za pomoci reštrikčných enzýmov štiepiacich DNA na rozpoznávacích sekvenciách, ktoré
sa v genóme vyskytujú sporadicky, za vzniku niekoľkých relatívne veľkých fragmentov.
Reštrikčné fragmenty sú rozdelené pomocou pulznej zónovej elektroforézy, ktorá umožňuje
separáciu veľkých genómových fragmentov. Vzniknutý DNA odtlačok alebo fingerprint zá-
visí na špecificite reštrikčných enzýmov a na sekvencí bakteriálneho genómu, a preto je
charakteristický pre jednotlivé rody a druhy baktérií. Tento odtlačok reprezentuje celý
genóm, takže môže detekovať špecifické zmeny ako sú delecie, inzercie alebo substitúcie v
rámci druhu v čase. Vysoká rozlišovacia schopnosť tejto metódy bola použitá na rozlíšenie
druhov dôležitých probiotických baktérií ako sú Bifidobacterium longum, B. animalis, Lac-
tobacillus casei, Lb. rhamnosus, Lb. johnsonii, Lb. helveticus a komplexu Lb. acidophilus
[13].
2.4.5. Ribotypizácia
Pri ribotypizácií sú vytvárané reštrikčné vzory hybridizáciou sondy s génom pre 23S,
alebo 16S rRNA. Štiepenie chromozomálnej DNA a agarózová elektroforéza je nasledovaná
southern blottingom, ktorým je DNA prenesená na membránu, kde hybridizuje so sondou.
Výhoda tejto metódy spočíva najmä vo veľmi dobrej opakovateľnosti a možnosti použi-
tia univerzálnej sondy pre všetky sledované rody, kvôli podobnosti ribozomálnych génov.
Nevýhodou je najmä nízka rozlišovacia schopnosť na úrovni druhu, na rozdieľ od iných
molekulárne diagnostických metód. Voľba vhodných reštrikčných enzýmov je dôležitá a
použitím rôznych enzýmov získame odlišné odtlačky. Táto technika bola s určitým úspe-
chom použitá na štúdium diverzity druhov Lb. reuteri a Lb. fermentum izolovaných z
tenkého čreva myši [19].
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3. Cieľ práce
Cieľom teoretickej časti práce bolo vypracovanie literárnej rešerše zahrňujúcej aktuálne
informácie o probiotických mikroorganizmoch využívaných v potravinárskom priemysle a
na nárokoch, ktoré sú kladené na probiotiká. Zároveň bolo úlohou vypracovať prehľad
metód používaných k identifikácií probiotických mikroorganizmov obsiahnutých v kom-
plexnej matrici potravín alebo potravinárskych doplnkov.
Cieľom praktickej časti práce bolo analyzovanie potravinárskeho doplnku Linex Forte
s obsahom probiotických organizmov, analýza pozostávala z nasledujúcich krokov:
• príprava hrubého lyzátu zo vzorky tabliet
• izolácia DNA za využitia magnetických nosičov
• stanovenie koncentrácie a čistoty vyizolovanej DNA
• preukázanie prítomnosti deklarovaných probiotických mikroorganizmov s využitím
konvenčnej PCR a gelovej elektroforézy
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4. Materiál
Pre všetky experimenty boli použité postupy podľa skript Španová a Rittich (2010)
upravené Ing. Štepánkou Trachtovou, Ph.D.
4.1. Vzorka potravinového doplnku s obsahom probi-
otických baktérí
• Linex R© Forte doplnok stravy, tablety
Výrobca: Lek Pharmaceuticals d.d.
1526 Ljubljana Slovinsko
Dátum spotreby: 07/2016
Zloženie (1 tableta): 1 x 109 Lactobacillus acidophilus (LA-5)
1 x 109 Bifidobacterium animalis subsp. lactics (BB-12)
Pomocné látky: dextrosa, mikrokryštalická celulóza (E460), zemiakový škrob, stea-
ran horečnatý (E470b), inulín, oligosacharidy.
4.2. Chemikálie a roztoky
Použité roztoky boli čistoty p. a. Roztoky boli nariedené zo sterilných zásobných roz-
tokov (sterilizované pri 121 ◦C, 20 min) použitím sterilnej destilovanej vody.
• Agaróza pre elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)
• Destilovaná voda (FCH VUT, Brno, ČR)
• DNA štandart (Malamité, Moravské Prusy, ČR) obsahujúci fragmenty DNA s veľ-
kosťou 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 a 100 bp
• Dodecylsulfát sodný (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)
• Etanol 96% p.a. (Penta, Chrudim, ČR)
• Etídiumbromid (EtBr) (Sigma, St. Louis, USA)
• Kyseliny boritá (Pliva-Lachema, Brno, ČR)
• Kyselina chlorovodíková (Pliva-Lachema, Brno, ČR)
• Kyselina ethylendiamintetraoctová, EDTA (Serva Electrophoresis, Nemecko)
• Lyzozým p. a. (Reanal, Budapešť, Maďarsko)
• Polyethylénglykol (PEG) 6000 (Sigma, St. Louis, USA)
• Proteináza K p. a. (Sigma, St. Louis, USA)
• Tris-HCl (Penta, Chrudim, ČR)
Ostatné používané chemikálie v čistote p.a. boli obstarané z bežne dostupných komerčných
zdrojov.
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4.3. Komponenty pre konvenčnú PCR
• PCR voda (Top-Bio, Praha, ČR)
• Reakčný pufr kompletný pre Taq polymerázu 1.1. (10x koncentrovaný); zloženie:
síran amónny, chlorid horečnatý (množstvo vyššie ako 2,5 mM) (Top-Bio, Praha,
ČR)
• dNTP zmes 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), pH = 7,5 (Top-Bio, Praha, ČR)
• Primery (10pmol/µl) (Generi Biotech, Hradec Králové, ČR)
• Taq DNA polymeráza 1.1 (1U/µl) (Top-Bio, Praha, ČR)
4.4. Magnetické nosiče
Magnetické častice Fkol 135 ox PGMA, Fkol 77 ox P(Hema-co-GMA) a Fkol B29
ox (PGMA) boli pripravené Ing. D. Horákom, CSc. z ústavu makromolekulárnej chémie
Akadémie vied ČR v Prahe.
Vlastnosti magnetických nosičov zahŕňajúce typ polyméru, obsah Fe v jadre, priemer
častíc a index polydisperzity sú uvedené v tabuľke.
Tabuľka č. 4.1: Vlastnosti magnetických nosičov
častice polymér Fe [%hm] -COOH [mM/g] Priemer [µm] PDI
Fkol 135 ox PGMA 6,6 2,61 1,0 1,05
Fkol 77 ox P(HEMA-co-GMA) 10 0,764 2,2 1,09
Fkol B29 ox PGMA 5,4 0,67 0,7 1,16
PGMA - polyglycidyl methakrylát
P(HEMA-co-GMA) - kopolymér poly(hydroxyethylmethakrylát-co-glycidylmethakrylát)
PDI - pomer hmotnosti a počtu nosičov o priemernej veľkosti
4.5. Pomôcky a prístroje
• Laboratórne váhy (Kern und Sohn, Nemecko)
• Centrifúga Mini spin (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
• Mikropipety Discovery HTL s objemom 10, 20, 200 a 1000 µl (Varšava, Polsko)
• Mikrovlnná trúba SMW 5020 (Sencor, ČR)
• Očkovací box (Fatran, ČR)
• Termocykler PTC 200 (BIO-RAD lab., USA)
• Transiluminátor TVR 3121 (Spectroline, USA)
• Zariadenie pre elektroforézu Mini gel (Hoefer, USA)
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• Zdroj elektrického napätia pre elektroforézu Lightning Volt Power Supply, Model
OSP-300 (Owl Scientific, USA)
• Nanodrop ND-2 000/2 000c (Thermo Scientific, USA)
• Magnetický separátor InvitrogenDynal AS (DynalBiotech, Oslo, Nórsko)
• Transiluminátor TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA)
• Bežné laboratórne sklo, plastový umelohmotný laboratórny materiál a pomôcky
4.6. Roztoky pre prípravu hrubého lyzátu buniek
• Destilovaná voda
• Kyselina etyléndiamíntetraoctová 0,5 M, pH 8,0
186,1 g EDTA bolo rozpustených v 800 ml destilovanej vody za ohrievania na 68
◦C. pH roztoku bolo upravené 1 M NaOH na hodnotu 8,0. Roztok bol doplnený
destilovanou vodou do 1000 ml a sterilizovaný autoklávovaním (121 ◦C/20 min).
• Tris-HCl 1 M, pH 7,8
12,1 g Tris-bázy bolo rozpustených v 70 ml destilovanej vody. pH roztoku bolo
upravené koncentrovanou HCl na hodnotu 7,8. Roztok bol doplnený destilovanou
vodou na 100 ml a sterilizovaný autoklávovaním (121 ◦C/20 min).
• Roztok A
1 ml 1M Tris-HCl (pH 7,8) bol sterilne zmiešaný s 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a
doplnený 98 ml destilovanej vody
• Roztok B
Ku roztoku A bol pridaný lysozým s koncentráciou 3 mg/ml.
• Dodecylsulfát sodný, 20%
20 g SDS bolo rozpustených v 80 ml sterilnej destilovanej vody. pH roztoku bolo
upravené na hodnotu 7,8 a roztok bol doplnený destilovanou vodou do 100 ml.
• Proteináza K p. a. (100 µg/ml)
1 mg proteinázy K bol rozpustený v 10 ml sterilnej destilovanej vody a bol rozdelený
na alikvotné časti a uchovávaný pri teplote -20 ◦C
4.7. Roztoky na izoláciu DNA s využitím magnetic-
kých častíc
• Polyetylénglykol 6000, 40%
40 g PEG 6000 bolo rozpustených v 60 ml sterilnej destilovanej vody. Roztok bol
doplnený destilovanou vodou do 100 ml a sterilizovaný autoklávovaním (121 ◦C/20
min).
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• Chlorid Sodný, 5 M
58,4 g NaCl bolo rozpustených v 150 ml destilovanej vody. Roztok bol doplnený
destilovanou vodou do 200 ml a sterilizovaný autoklávovaním (121 ◦C/20 min).
• Etanol, 70%
70% etanol bol pripravený nariedením z 96% etanolu.
4.8. Materiály na gelovú elektroforézu
• Agaróza pre elektroforézu
• 5x Tris-borát-EDTA pufor (TBE)
54 g Tris-bázy a 27,5 g kyseliny boritej bolo rozpustených v 600 ml destilovanej vody.
Ďalej bolo pridaných 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a roztok bol doplnený destilovanou
vodou do 1000 ml. Následne bol roztok nariedený na výslednú koncentráciu 0,5x
TBE.
• Etídiumbromid 100 µl roztoku etídiumbromidu s koncentráciou 0,5 µg/ml bolo zrie-
dených v 500 ml destilovanej vody na výslednú koncentráciu 1 ng/µl.
• DNA štandart Malamité
100 bp rebríček obsahujúci fragmenty DNA s veľkosťou 1500, 1200, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200 a 100 bp.
• Nanášací pufor Yellow load
6x koncentrovaný s obsahom farbiva Oranž G.
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5. Metódy
5.1. Príprava hrubého lyzátu buniek
• tablety boli sterilne odobrané z balenia, otvorené a obsah vysypaný do eppendorfovej
skúmavky
• obsah bol resuspendovaný v 1 ml rotoku A
• suspenzia bola centrifugovaná pri 13000 ot./3 min
• supernant bol odliaty a sediment resuspendovaný v 500 µl roztoku B
• zmes bola inkubovaná pri laboratórnej teplote 1 hodinu
• po inkubácii bolo ku vzorke pridaných 25 µl 20% SDS a 5 µl proteinázy K
• vzorka bola premiešaná a inkubovaná pri 55 ◦C do druhého dňa
5.2. Izolácia DNA s využitím magnetických nosičov
• na izoláciu DNA boli použité komponenty v poradí uvedenom v tabuľke
Tabuľka č. 5.1: Komponenty na izoláciu DNA
Poradie Objem komponent [µl] Komponenty
1 400 NaCl
2 400 Hrubý lyzát buniek
3 100 40% PEG 6000
4 100 magnetické nosiče
• komponenty boli zmiešané v uvedenom poradí a boli inkubované pri laboratórnej
teplote 10 minút
• častice s naviazanou DNA boli separované pomocou magnetického separátoru pri
laboratórnej teplote po dobu 15 minút
• supernant bol odpipetovaný a ku časticiam bol pridaný 1 ml 70% etanolu
• častice s naviazanou DNA boli separované pomocou magnetického separátoru pri
laboratórnej teplote po dobu 2 minút
• supernant bol opakovane odpipetovaný ku časticiam bolo pridaných 500 µl 70%
etanolu
• častice s naviazanou DNA boli separované pomocou magnetického separátoru pri
laboratórnej teplote po dobu 2 minút
• skúmavky boli sušené pri laboratórnej teplote v horizontálnej polohe do vyprchania
etanolu
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• DNA bola eluovaná do 50 µl TE pufru pri laboratórnej teplote do ďalšieho dňa
• eluovaná DNA bola odpipetovaná do čistej eppendorfovej skúmavky a ďalej použitá
pri stanovení jej koncentrácie a čistoty
5.3. Spektrofotometrické stanovenie čistoty a koncen-
trácie DNA
Použitím spektrofotometrického prístroja Nanodrop bola stanovená koncentrácia a
čistota vyizolovanej DNA. Na meranie bol zvolený LID faktor 10, koncentrácia bola sta-
novená z hodnoty absorbancie pri 260 nm a čistota z pomeru A260/A280.
5.4. Konvenčná polymerázová reakcia
Komponenty pre PCR boli pred použitím rozmrazené, skontrolované a premiešané. Pre
všetky PCR zmesi bol pripravovaný mastermix obsahujúci násobky daných komponent.
Celkový objem PCR zmesi bol 25 µl, pričom vzorka DNA bola pridávaná ako posledná. V
prípade negatívnej kontroly bola miesto vzorky DNA pridaná voda. Koncentrácia DNA
bola upravená vo všetkých vzorkách používaných v PCR na 10 ng/µl.
Jednotlivé komponenty s príslušným pipetovaným objemom sú uvedené v tabuľke.
Po prídavku DNA boli jednotlivé eppendorfové skúmavky obsahujúce PCR mastermix a
vzorku DNA alebo vodu v prípade negatívnej kontroly centrifugované po dobu 10 sekúnd.
Následne boli vložené do termocykléru.
Tabuľka č. 5.2: Primery pre PCR
špecifická PCR primer sekvencia 5’-3’ veľkosť produktu
PCR [bp]
doména Bacteria [18]
F eub TCC TAC GGG AGG
CAG CAG T
466
R eub GGA CTA CCA GGG
TAT CTA ATC CTG TT
rod Lactobacillus [28]
LbLMA 1 CTC AAA ACT AAA
CAA AGT TTC
250
R 16-1 CTT GTA CAC ACC
GCC CGT CA
rod Bifidobacterium [24]
Pbi F1 CCG GAA TAG CTC
914
Pbi R2 GAC VAT GCA CCA
CCT GTG A
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Tabuľka č. 5.3: Mastermix pre PCR
Poradie Komponenty
Objem komponent [µl]
Doména
Bacteria
Rod
Lactobacillus
Rod
Bifidobacterium
1 Voda pre PCR 18 18 19
2 Reakčný pufor 2,5 2,5 2,5
3 Zmes dNTP
[10 mM]
0,5 0,5 0,5
4 Primer 1
[10 pmol/µl]
1 1 0,5
5 Primer 2
[10 pmol/µl]
1 1 0,5
6 Taq
Polymeráza
[1U/µl]
1 1 1
7 DNA matrica 1 1 1
Tabuľka č. 5.4: Programy PCR
Cykly
Teplota / Čas
doména Bacteria rod Lactobacillus rod Bifidobacterium
Počet cyklov 30 30 30
Predĺžená
denaturácia DNA
95 ◦C/5 min 95 ◦C/5 min 94 ◦C/5 min
Denaturácia 95 ◦C/30 s 94 ◦C/30 s 94 ◦C/1 min
Hybridizácia 55 ◦C/30 s 55 ◦C/30 s 50 ◦C/1 min
Syntéza 72 ◦C/1 min 72 ◦C/1 min 72 ◦C/2 min
Dosyntetizovanie
DNA
72 ◦C/5 min 72 ◦C/5 min 72 ◦C/10 min
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5.5. Agarózová gelová elektroforéza
Amplifikované produkty PCR pre doménu Bacteria a rody Lactobacillus a Bifidobac-
terium boli vizualizované na géloch. Gél bol pripravený nasledujúcim spôsobom:
• agaróza bola rozpustená v 0,5x TBE pufri na výslednú koncentráciu 1,8% hm
• roztok bol 5x prevarený v mikrovlnnej rúre aby sa dosiahlo úplného rozpustenia
agarózy, gél následne tuhol 30 minút
• amplifikované produkty PCR boli doplnené 5 µl nanášacieho pufru a do jednotlivých
bendov bolo napipetovaných 15 µl tejto zmesi
• gél v elektroforetickej vani bol prevrstvený 0,5x TBE pufrom a pripojený k zdroju
napätia (80V/1,5 h)
• následne bola DNA vizualizovaná ponechaním gélu po dobu 15 minút v roztoku
1ng/µl etídiumbromidu
• gél bol opláchnutý destilovanou vodou, umiestnený na transiluminátor a vyfotogra-
fovaný
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6. Výsledky
6.1. Izolácia DNA zo vzorky
Hrubý lyzát buniek bol pripravený z potravinového doplnku Linex Forte. Šesť tabliet
bolo použitých na izoláciu DNA s využitím magnetických častíc Fkol 135 ox, Fkol 77 ox
a Fkol B29 ox.
6.2. Spektrofotometrické stanovenie čistoty a koncen-
trácie DNA
Čistota a koncentrácia vyizolovanej DNA boli stanovené spektrofotometricky využitím
spektrometru Nanodrop. Výsledky stanovenia sú uvedené v tabuľke 6.1.
Tabuľka č. 6.1: Koncentrácia a pomer absorbancií pri spektrofotometrickom stanovení
DNA
Vzorka Magnetické
častice
A260/A230 A260/A280 c [ng/µl]
1 Fkol 135 ox 1,020 1,586 128
2 Fkol B29 ox 1,300 1,519 117
3 Fkol B29 ox 0,885 1,508 46
4 Fkol 77 ox 1,376 1,515 128
5 Fkol 77 ox 0,755 1,701 57
6 Fkol 77 ox 1,319 1,500 137
Koncentrácia vyizolovanej DNA sa pohybovala v rozmedzí 46 - 137 ng/µl, vzľadom na
pomer absorbancí A260/A280 boli všetky vzorky znečistené proteínmi avšak v dostatočnej
kvalite na PCR.
6.3. Konvenčná PCR
Koncentrácia všetkých vzoriek DNA bola upravená na 10 ng/µl a následne boli ampli-
fikované pomocou PCR s využitím primerov špecifických pre doménu Bacteria (primery
F eub a R eub), rod Lactobacillus (primery LbLMA 1 a R 16-1) a rod Bifidobacterium
(primery Pbi F1 a Pbi R2).
Po amplifikácí bola prítomnosť produktov PCR overená gelovou elektroforézou a vi-
zualizovaná s využitím etídiumbromidu. Výsledky jednotlivých gelových elektroforéz sú
uvedené na nasledujúcich obrázkoch.
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Obrázek 6.1: Agarózová gelová elektroforéza pre doménu Bacteria
Tabuľka č. 6.2: Schéma vzoriek nanesených na agarózový gél pre doménu Bacteria
Band Vzorka Detekcia produktov PCR
1 DNA štandart 100 bp +++
2 DNA izolovaná s Fkol 135 ox +++
3 DNA izolovaná s Fkol B29 ox +++
4 DNA izolovaná s Fkol B29 ox +++
5 DNA izolovaná s Fkol 77 ox +++
6 DNA izolovaná s Fkol 77 ox +++
7 DNA izolovaná s Fkol 77 ox +++
8 Negatívna kontrola -
9 Pozitívna kontrola ++
+, ++, +++ Produkty PCR detekované s rôznou intezitou
- Produkty PCR nedetekované
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Obrázek 6.2: Agarózová gelová elektroforéza pre rod Lactobacillus
Tabuľka č. 6.3: Schéma vzoriek nanesených na agarózový gél pre rod Lactobacillus
Band Vzorka Detekcia produktov PCR
1 DNA štandart 100 bp +
2 Pozitívna kontrola +++
3 Negatívna kontrola -
4 DNA izolovaná s Fkol 135 ox +++
5 DNA izolovaná s Fkol B29 ox +++
6 DNA izolovaná s Fkol B29 ox +++
7 DNA izolovaná s Fkol 77 ox +++
8 DNA izolovaná s Fkol 77 ox +++
9 DNA izolovaná s Fkol 77 ox ++
+, ++, +++ Produkty PCR detekované s rôznou intezitou
- Produkty PCR nedetekované
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Obrázek 6.3: Agarózová gelová elektroforéza pre rod Bifidobacterium
Tabuľka č. 6.4: Schéma vzoriek nanesených na agarózový gél pre rod Bifidobacterium
Band Vzorka Detekcia produktov PCR
1 DNA izolovaná s Fkol 135 ox ++
2 DNA izolovaná s Fkol B29 ox ++
3 DNA izolovaná s Fkol B29 ox ++
4 DNA izolovaná s Fkol 77 ox ++
5 DNA izolovaná s Fkol 77 ox +++
6 DNA izolovaná s Fkol 77 ox +++
7 Negatívna kontrola -
8 Pozitívna kontrola +++
9 DNA štandart 100 bp ++
+, ++, +++ Produkty PCR detekované s rôznou intezitou
- Produkty PCR nedetekované
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7. Diskusia
7.1. Izolácia DNA pomocou magnetických častíc
Absorbancia izolovanej DNA bola premeraná pomocou prístroja NanoDrop v roz-
medzí vlnových dĺžok 220-310 nm. Neznečistená DNA sa vyznačuje pomerom absorbancí
A260/A280 v rozmedzí 1,8-2,0, avšak pomer absorbancí v izolovanej DNA sa pohyboval v
rozmedzí 1,500 až 1,701 čo naznačuje znečistenie proteínmi. Koncentrácie izolovanej DNA
sa pre jednotlivé použité magnetické nosiče líšili minimálne, a boli v rozmedzí 46-137 ng/µl
(zistené z hodnoty A260). Nariedením vzoriek na koncentráciu 10 ng/µl pred použitím v
PCR sa dosiahlo aj nariedenie nečistôt, celkovo je možné tvrdiť že DNA bola vyizolovaná
v kvalite vyhovujúcej pre PCR. Znečistenie bolo pravdepodobne spôsobené balastnými
látkami obsiahnutými v tabletách a proteínmi, ktoré sa pri separácií adsorbovali na povrch
častíc.
7.2. Konvenčná PCR
Konvenčná PCR bola použitá so špecifickými primermi pre doménu Bacteria (primery
F eub a R eub), rod Lactobacillus (primery LbLMA 1 a R 16-1) a nakoniec rod Bifidobac-
terium (primery Pbi F1 a Pbi R2). Produkty PCR boli vyhodnotené agarózovou gelovou
elektroforézou na 1,8 % géli. V prípade domény Bacteria bola ako pozitívna kontrola pou-
žitá DNA Lactobacillus gasseri s koncentráciou 10 ng/µl. Na géli sa nachádzajú viditeľné
pásy v oblasti 466 bp aj pre kontrolnú vzorku s DNA Lactobacillus gasseri. Tým bolo
dokázané, že vo vzorke sa nachádza bakteriálna DNA pochádzajúca z mikroorganizmov
príslušiacich do domény Bacteria. Pásy na gély majú takmer rovnakú intenzitu čo je spô-
sobené vyriedením vzoriek DNA na koncentráciu 10 ng/µl pred amplifikáciou PCR.
Pri elektroforetickom delení produktov PCR s primermi špecifickými pre rod Lacto-
bacillus bola použitá ako pozitívna kontrola DNA Lactobacillus acidophilus CCM 4853 s
koncentráciou 10 ng/µl. Všetky vzorky majú viditeľné pásy v oblasti 250 bp, čo dokazuje
prítomnosť mikroorganizmov rodu Lactobacillus vo vzorke. Negatívna kontrola nebola
počas prípravy PCR zmesi kontaminovaná. Pásy su značne rozmazané, čo je pravdepo-
dobne spôsobené príliš veľkou koncentráciou DNA.
V prípade rodu Bifidobacterium bola ako pozitívna kontrola použitá DNA z Bifido-
bacterium longum s koncentráciou 10 ng/µl. Elektroforetickým delením bol detekovaný
očakávaný produkt s veľkosťou 914 bp vo všetkých bandoch so vzorkami. Vzhľadom na
absenciu pásu v bande príslušiacom negatívnej kontrole možno usúdiť, že počas prípravy
mixu na amplifikáciu s PCR nedošlo ku kontaminácí.
Z uvedených výsledkov je možné konštatovať, že vo vzorke potravinového doplnku
Linex Forte s obsahom probiotických baktérií bola potvrdená výrobcom deklarovaná prí-
tomnosť baktérií rodov Lactobacillus a Bifidobacterium.
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8. Záver
Práca pojednáva o všeobecnej charakteristike probiotických baktérií, konkrétne o rodoch
Lactobacillus a Bifidobacterium a nárokoch na ne kladených, aby mohli byť použité ako
súčasť potravín. Následne sa zaoberá antimikrobiálnymi účinkami probiotických baktérií
a metódach ich identifikácie s dôrazom na molekulárne diagnostické metódy.
Experimentálna časť práce pozostávala z izolácie DNA zo vzorky potravinového do-
plnku Linex Forte s deklarovaným obsah baktérií rodu Lactobacillus a Bifidobacterium.
Z tabliet bol pripravený hrubý lyzát buniek a DNA bola izolovaná pomocou troch rôz-
nych magnetických nosičov. Následne bola stanovená čistota a koncentrácia DNA, ktoré
poukázali na dostatočnú čistotu a koncentráciu vhodnú pre PCR. Medzi použitými mag-
netickými nosičmi nebol rozdiel v koncentrácií a čistote vyizolovanej DNA, preto môžeme
usúdiť, že všetky použité typy nosičov sú vhodné na izoláciu DNA z komplexnej potravi-
novej matrice. DNA bola analyzovaná metódou PCR s primermi špecifickými pre doménu
Bacteria, rod Lactobacillus a Bifidobacterium. Za využitia vizualizácie produktov PCR
pomocou agarózovej elektroforézy bola preukázaná prítomnosť DNA pre doménu a obi-
dva deklarované rody probiotických baktérií. Výsledky potvrdzujú, že metóda izolácie a
amplifikácie DNA použitá v práci je vhodná na analýzu komplexnej matrice potravín.
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9. Zoznam použitých skratiek
bp pár báz (base pair)
CFU colony forming unit (kolonie tvoriacia jednotka)
dNTP deoxyribonukleotidtrifosfát
DNA deoxyribonukleová kyselina
rRNA ribozomálna ribonukleová kyselina
EDTA kyselina etyléndiamíntetraoctová
GC guanín a cytozín
GIT gastrointestinálny trakt
PCR polymerázová reťazová reakcia
SDS dodecylsulfát sodný
TBE Tris-borát-EDTA
TE Tris-EDTA
Tris HCl Tris(hydroxymetyl)aminometán hydrochlorid
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